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LIGNE DIRECTRICE DE L'OCDE POUR LES ESSAIS DE 
PRODUITS CHIMIQUES 


Corrosion cutanée in vitro : Essai de résistance électrique transcutanée (RET) 


INTRODUCTION 

1 . La corrosion cutanée désigne la survenue de lésions irréversibles de la peau, qui se manifestent 
par une nécrose visible, à travers l'épiderme et jusque dans le derme, suite à l'application d'un produit 
chimique testé [selon la définition du Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des 
produits chimiques (SGH) des Nations Unies (ONU)] (1). Cette ligne directrice 430 actualisée propose 
une procédure in vitro permettant d'identifier les substances et mélanges corrosifs et non corrosifs selon la 
définition du SGH de 10NU (1). 

2. Traditionnellement, l'évaluation de la corrosivité cutanée a impliqué le recours à des animaux de 
laboratoire LLigne directrice de l'OCDE n° 404 (LD 404) ; adoptée en 1981 et révisée en 1992 et 2002] (3). 
Par souci du bien-être animal, la LD 404 recommande d’utiliser, pour détenniner la corrosion et l'irritation 
cutanées, une stratégie d'essai à plusieurs niveaux faisant appel à des méthodes d’essai in vitro ou ex vivo 
validées qui évitent d'infliger des souffrances aux animaux. Outre la LD 430 (adoptée initialement en 
2004) (4), plusieurs autres méthodes d’essai de corrosivité in vitro ont été validées et adoptées ; elles 
constituent les Lignes directrices de l'OCDE 431 (5) et 435 (6). Plusieurs méthodes d'essai in vitro 
validées ont été adoptées en tant que LD 439 (7), à utiliser pour le volet « irritation cutanée » de la stratégie 
d'essai à plusieurs niveaux fournie en supplément de la LD 404 (3). 

3. La présente Ligne directrice porte sur le danger de corrosion cutanée pour la santé humaine. Elle 
s’appuie sur la méthode d’essai de résistance électrique transcutanée (RET) pratiquée sur un épiderme de 
rat, laquelle utilise des disques cutanés pour identifier les produits chimiques corrosifs sur la base de leur 
capacité à provoquer la perte de 1 ’ intégrité du stratum corneum normal et de la fonction de barrière. Cette 
Ligne directrice comprend également un ensemble de normes de performance (annexe 1) pour l’évaluation 
de méthodes d'essai de RET similaires ou modifiées (8), conformément aux principes du document 
d'orientation n°34 (9). 

4. En vue d’évaluer les essais de corrosion cutanée in vitro à des fins réglementaires, des études de 
pré-validation (10) ont été réalisées, suivies d'une étude fonnelle de validation de la méthode d’essai de 
RET sur peau de rat axée sur la corrosion cutanée (11) (12) (13) (14). Sur la base des résultats de ces 
études, il est désonnais recommandé que la méthode d’essai de RET (désignée comme la méthode de 
référence validée - MRV -) puisse servir, à des fins réglementaires, à évaluer la corrosivité cutanée in vivo 
(15) (16) (17). 

5. Avant de pouvoir utiliser à des fins réglementaires une méthode d’essai in vitro de RET 
(corrosivité cutanée) similaire ou modifiée autre que la MRV, il convient d’en déterminer la fiabilité, la 
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pertinence (précision) et les limitations pour l’usage préconisé, afin de s’assurer de sa similitude avec la 
MRV, conformément aux normes de performance figurant dans la présente Ligne directrice (annexe 1). 
L’acceptation mutuelle des données ne sera garantie qu’après examen et intégration à cette Ligne directrice 
de toute méthode d’essai nouvelle ou actualisée proposée, conformément aux normes de performance de 
cette LD. 

DÉFINITIONS 

6. Les définitions utilisées figurent à l’annexe 2. 

CONSIDÉRATIONS INITIALES 

7. Selon une étude de validation (12) et d’autres études publiées (18) (19), la méthode d’essai de 
RET sur peau de rat permet de faire la distinction entre produits corrosifs et produits non corrosifs pour la 
peau avec une sensibilité globale de 94 % (51/54) et une spécificité de 71 % (48/68) pour une base de 
données de 122 substances. 

8. La présente Ligne directrice se rapporte au volet « corrosion cutanée in vitro » de la stratégie 
d’essai à plusieurs niveaux proposée dans la LD 404 pour les essais d’irritation/corrosion cutanée (20). Elle 
permet d’identifier les substances et mélanges corrosifs et non corrosifs selon la définition du SGH de 
l’ONU (1). Une limite de cette Ligne directrice, comme l’ont montré les études de validation (11) (12) (13) 
(14), est qu’elle ne permet pas de classer en sous-catégories les substances et mélanges corrosifs 
conformément au SGH de F ONU (1). Son utilisation sera fonction de la réglementation en vigueur dans les 
pays membres. Si la présente Ligne directrice ne fournit pas d’informations appropriées sur l’irritation 
cutanée, on notera cependant que la LD 439 porte spécifiquement sur les essais d’irritation cutanée in vitro 
(7). Pour une évaluation complète des effets cutanés locaux après une exposition unique, il est 
recommandé de suivre la démarche expérimentale séquentielle présentée en supplément à la LD 404 (3) 
(20). Cette démarche expérimentale prévoit la conduite d’essais in vitro de corrosion cutanée (tels que 
décrits dans la présente Ligne directrice) et d’irritation cutanée avant d’envisager des essais sur des 
animaux vivants. 

9. Les essais réalisés dans le cadre de l’étude de validation sous-tendant cette Ligne directrice ont 
porté sur un large éventail de produits chimiques représentant principalement des substances ; la base de 
données empiriques de cette étude totalisait 60 substances couvrant une grande variété de classes 
chimiques (11) (12). D’après l’ensemble des données disponibles, cette Ligne directrice peut être utilisée 
pour tester un large éventail de classes chimiques et d’états physiques, notamment des liquides, des semi- 
solides, des solides et des cires. Cependant, étant donné que pour certains états physiques, les éléments 
d’essai pour lesquels il existe des données de référence appropriées ne sont pas facilement disponibles, on 
notera qu’un nombre relativement restreint de cires et de matières solides corrosives ont été évaluées 
durant la validation. Les liquides peuvent être aqueux ou non ; les solides peuvent être solubles ou 
insolubles dans l’eau. Dans les cas où l’on peut apporter la preuve que les méthodes d’essai figurant dans 
cette Ligne directrice ne peuvent s’appliquer à une catégorie donnée de substances, il convient de ne pas 
utiliser cette Ligne directrice pour tester la catégorie de substances en question. De plus, outre les 
substances, cette Ligne directrice est présumée pouvoir s’appliquer aux mélanges. Or, les mélanges 
couvrant un large éventail de catégories et de compositions, et compte tenu des informations limitées 
disponibles actuellement dans le domaine public à propos des essais de mélanges, dans les cas où l'on peut 
apporter la preuve que cette Ligne directrice ne peut s’appliquer à une catégorie donnée de mélanges (par 
exemple selon la stratégie proposée par Eskes et al., 2012) (21), la LD ne doit pas être utilisée pour tester 
la catégorie de mélanges en question. Les gaz et les aérosols n’ont pas encore fait l’objet d’études de 
validation (11) (12). Bien qu'il soit envisageable de pouvoir tester des gaz et des aérosols en faisant appel à 
la méthode d’essai de RET. l’actuelle Ligne directrice ne permet pas de tester les produits de ce type. 
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10. La présente Ligne directrice comprend également un ensemble de normes de performance 
(annexe 1) servant à déterminer le degré de validation (fiabilité et pertinence) de méthodes d'essai de 
corrosion cutanée similaires ou modifiées, semblables structurellement et fonctionnellement à la méthode 
de RET sur peau de rat (8), conformément aux principes du document d'orientation n° 34 (9). Ces normes 
de performance comprennent une liste de 24 produits chimiques de référence avec lesquels évaluer la 
performance de fessai, les éléments essentiels de la méthode d'essai d'après lesquels évaluer la similitude 
structurelle, fonctionnelle et procédurale de la nouvelle méthode proposée, et les valeurs minimales de 
fiabilité et de précision nécessaires pour que la méthode d'essai soit considérée comme comparable à la 
MRV. Parmi la liste de produits chimiques de référence, un sous-ensemble de 12 produits (tableau 1) est 
fourni afin que les laboratoires fassent la preuve de leur compétence à utiliser la méthode d'essai de RET 
sur peau de rat (voir paragraphe 13). 

PRINCIPE DE L’ESSAI 

11. Le produit chimique testé est appliqué pour une durée n’excédant pas 24 heures sur la surface 
épidermique de disques de peau, placés dans un système d'essai à deux compartiments pour lequel les 
disques de peau font office de séparation entre les compartiments. Ces disques cutanés sont prélevés sur la 
peau de jeunes rats âgés de 28 à 30 jours et euthanasiés. Les produits chimiques corrosifs sont identifiées 
sur la base de leur capacité à provoquer la perte de l’intégrité du stratum corneum normal et de la fonction 
de barrière, cette perte étant mesurée comme une diminution de la RET en deçà d'une valeur seuil (18) 
(paragraphe 34). Dans le cas de l’épiderme de rat, une valeur de seuil de la RET de 5 kfi a été retenue, sur 
la base de nombreuses données relatives à un large éventail de substances, desquelles il ressortait que 
l’immense majorité des valeurs étaient soit très supérieures (souvent > 10 kîî), soit très inférieures 
(souvent < 3 kfl) à cette valeur de seuil (18). De manière générale, les produits chimiques non corrosifs sur 
les animaux, mais irritants ou non irritants, ne font pas baisser la RET en dessous de ce seuil. Par ailleurs, 
l’utilisation d’autres préparations de peau ou d’autres équipements est susceptible de modifier la valeur de 
seuil, ce qui impose de procéder à une validation supplémentaire. 

12. Une étape de fixation d’un colorant est incorporée dans la procédure d'essai pour confirmer les 
résultats positifs de la RET présentant des valeurs autour de 5 k£î. Cette étape de fixation d'un colorant 
détermine en effet si l’accroissement de la perméabilité ionique est imputable à la destruction physique du 
stratum corneum. Dans la pratique, la méthode de fessai de RET sur peau de rat prédit très bien la 
corrosivité in vivo sur le lapin évalué dans la Ligne directrice 404 de l’OCDE (3). 

DÉMONSTRATION DES COMPÉTENCES 

1 3. Avant d’appliquer en routine la méthode de RET sur peau de rat à la présente Ligne directrice, les 
laboratoires font la preuve de leur compétence technique en classifiant correctement les douze produits 
recommandés dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : Liste des produits chimiques d’épreuve de compétence 


Produit chimique 1 

Numéro 

CAS 

Classe 

chimique 2 

Cat. SGH de 
l’ONU 
d’après les 
résultats in 
vivo 3 

Cat. MRV 
d’après les 
résultats in 
vitro 

État 

physique 

PH 4 

Substances corrosives in vivo 

RN’-diméthyl 
dipropy lènetri ami ne 

10563-29-8 

base organique 

IA 

6 x C 

L 

8.3 

Diamino-1,2 propane 

78-90-0 

base organique 

IA 

6 x C 

L 

8.3 

Acide sulfurique 
(10%) 

7664-93-9 

acide 

inorganique 

(1A/)1B/1C 

5 x C 
lx NC 

L 

1.2 

Hydroxyde de 
potassium (solution 
aqueuse à 10 %) 

1310-58-3 

base 

inorganique 

(1A/)1B/1C 

6 x C 

L 

13.2 

Acide octanoïque 
(caprylique) 

124-07-2 

acide 

organique 

1B/1C 

4 x C 
2 x NC 

L 

3.6 

2-tert-butylphénol 

88-18-6 

phénol 

1B/1C 

4 x C 
2 x NC 

L 

3.9 

| Substances non corrosives in vivo | 

Acide isostéarique 

2724-58-5 

acide 

orsaniaue 

NC 

6 x NC 

L 

3.6 

4-amino-l ,2,4-triazole 

584-13-4 

base organique 

NC 

6 x NC 

S 

5.5 

Bromure de phénétyle 

103-63-9 

électrophile 

NC 

6 x NC 

L 

3.6 

4-(méthylthio)- 

benzaldéhyde 

3446-89-7 

électrophile 

NC 

6 x NC 

L 

6.8 

1 ,9-décadiène 

1647-16-1 

organique 

neutre 

NC 

6 x NC 

L 

3.9 

tétrachloréthylène 

127-18-4 

organique 

neutre 

NC 

6 x NC 

L 

4.5 


Abréviations : aq = aqueux ; CAS = numéro d'enregistrement au Chemical Abstracts Service ; SGH de 
l'ONU = Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations 
Unies (1) ; MRV = méthode de référence validée ; ND = non déterminé. 

‘Ces substances, d’abord classées en substances corrosives et non corrosives, puis par sous-catégorie de 
substances corrosives, puis par classe chimique, ont été choisies parmi les substances utilisées dans l’étude 
de validation du CEVMA de la méthode d’essai de RET sur peau de rat (1 1) (12). Cette sélection inclut, 
dans la mesure du possible, des substances qui : (i) sont représentatives de la gamme des réactions de 
corrosion provoquées (par exemple non corrosives ; faiblement à fortement corrosives) que la MRV est 
capable de mesurer ou de prévoir ; (ii) sont représentatives des classes chimiques utilisées dans l’étude de 
validation : (iii) reflètent les caractéristiques de performance de la MRV ; (iv) ont une structure chimique 
bien définie ; (v) permettent d’obtenir des résultats définitifs avec la méthode d’essai in vivo de référence ; 
(vi) sont disponibles dans le commerce et (vii) ne sont pas associées à des coûts d’élimination prohibitifs). 
“Classe chimique assignée par Barratt et al. (1998) (11). 

3 Les groupes d’emballage de l'ONU correspondants sont les groupes I, II et III respectivement pour les 
catégories SGH de l'ONU IA, IB et IC. 

4 Les valeurs de pH ont été tirées de Fentem et al. (1998) (12) et Barratt et al. (1998)01). 
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PROCÉDURE 

14. 11 existe des modes opératoires normalisés pour la méthode d’essai de RET sur peau de rat 
(corrosion cutanée) (2). Les méthodes d’essai de RET sur épiderme de rat couvertes par cette Ligne 
directrice doivent se conformer aux critères suivants : 

Animaux 

15. Il convient d’utiliser des rats parce que la sensibilité de leur épiderme aux substances de cette 
méthode d’essai a été prouvée (15) et qu’il s’agit de la seule source de peau ayant été validée formellement 
(1 1) (12). L’âge (au moment du prélèvement de la peau) et la souche utilisée sont des critères déterminants, 
puisqu’il est essentiel que les follicules pileux soient en phase dormante avant le début de la pousse de la 
fourrure adulte. 

16. Les poils du dos et des flancs des jeunes rats (Wistar ou souche comparable) mâles ou femelles, 
âgés approximativement de 22 jours, sont soigneusement coupés à l’aide d’une petite tondeuse. Les 
animaux sont ensuite nettoyés soigneusement avec un linge humide, la zone tondue étant plongée dans une 
solution antibiotique (contenant, par exemple, de la streptomycine, de la pénicilline, du chloramphénicol et 
de l’amphotéricine à des concentrations efficaces pour inhiber la croissance bactérienne). Les animaux sont 
lavés une nouvelle fois avec des antibiotiques le troisième ou le quatrième jour après le premier lavage, et 
doivent ensuite être utilisés dans un délai de 3 jours, lorsque le stratum corneum a récupéré de la tonte. 

Préparation des disques cutanés 

17. Les animaux, âgés de 28 à 30 jours (cet âge est particulièrement important) sont euthanasiés. On 
prélève la peau dorso-latérale de chaque animal et on la débarrasse soigneusement du tissu adipeux en 
excès. Des disques cutanés, d’un diamètre approximatif de 20 mm chacun sont prélevés. La peau peut être 
stockée avant d'utiliser les disques lorsqu’il est établi que les données de contrôle positif et négatif sont 
équivalentes à celles obtenues avec de la peau fraîche. 

18. Chaque disque cutané est placé sur l’extrémité d’un tube PTFE (polytétrafluoroéthylène) en 
veillant à ce que la surface épidermique soit en contact avec le tube. Après avoir ajusté de force un joint 
torique en caoutchouc sur l’extrémité du tube pour maintenir la peau en place, on coupe le tissu 
excédentaire. Le joint torique en caoutchouc est ensuite soigneusement fixé de manière étanche à 
l’extrémité du tube PTFE à l'aide de vaseline. Le tube est introduit dans une chambre réceptrice contenant 
une solution de sulfate de magnésium (154 mM) dans lequel il est maintenu par une pince à ressort 
(figure 1). Le disque cutané doit être complètement immergé dans la solution de sulfate de magnésium 
(MgS0 4 ). Entre 10 et 15 disques cutanés peuvent être prélevés de la peau d’un rat. Les dimensions du tube 
et du joint torique sont indiquées à la figure 2. 

19. Avant le début de l’essai proprement dit, on mesure, pour chaque peau de rat, la RET de deux 
disques cutanés, à titre de contrôle de la qualité. Pour que les autres disques d’une même peau soient 
valables pour la méthode d’essai, il faut que les deux disques donnent des valeurs de résistance électrique 
supérieures à 10 kfl. Si la résistance est inférieure à 10 kQ, les disques restants provenant de la même peau 
doivent être éliminés. 

Application des produits chimiques testés et substances de contrôle 

20. Pour chaque essai, des substances de contrôle positif et négatif doivent être utilisées 
parallèlement au produit chimique testé, de façon à garantir la qualité des résultats du modèle 
expérimental. Chaque essai doit être réalisé en utilisant les disques de peau provenant d'un seul et même 
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animal. Les substances de contrôle positif et négatif recommandées sont respectivement l’acide 
chlorhydrique 10 M et l’eau distillée. 

21. Les produits chimiques liquides testés (150 pl) sont appliquées sur la surface épidermique à 
l’intérieur du tube. Pour l’essai de produits chimiques solides, une quantité suffisante du solide est 
appliquée uniformément sur le disque de peau, de façon à ce que la totalité de la surface de l’épiderme soit 
couverte. Après avoir ajouté de l’eau désionisée (150 pl) sur les solides, on agite le tube doucement. Afin 
d’optimiser le contact avec la peau, certains solides doivent être chauffés à 30 °C pour dissoudre le produit 
chimique testé ou être broyés pour obtenir des grains ou une poudre. 

22. On utilise trois disques cutanés pour chaque produit chimique testé à chaque expérience. Ces 
produits chimiques testés sont appliqués pendant 24 heures à une température de 20 à 23 °C, puis éliminés 
par lavage sous l’eau du robinet à température ambiante. 

Mesures de la RET 

23. L’impédance de la peau, c’est-à-dire la RET, est mesurée à l’aide d’un pont de mesure de 
Wheatstone en courant alternatif basse tension (19), présentant les caractéristiques suivantes : tension de 

1 à 3 Volts, courant alternatif de forme sinusoïdale ou rectangulaire compris entre 50 et 1 000 Hz, et une 
plage de mesure minimale entre 0.1 et 30 k Q. Le pont de mesure utilisé dans l’étude de validation 
permettait de mesurer l’inductance, la capacitance et la résistance jusqu’à des valeurs respectivement de 

2 000 H, 2 000 pF et 2 MQ, à des fréquences de 100 Hz ou 1 kHz, en utilisant des valeurs en parallèle ou 
en série. Pour les besoins de l’essai RET de corrosivité, les mesures sont enregistrées en résistance, à une 
fréquence de 100 Hz et à l’aide de valeurs en série. Avant la mesure de la résistance électrique, on réduit la 
tension de surface de la peau en ajoutant un volume suffisant d’éthanol à 70 % pour couvrir l’épiderme. 
Après quelques secondes, on enlève l’éthanol du tube, puis on hydrate le tissu par l’addition de 3 ml d’une 
solution de sulfate de magnésium (154 mM). Les électrodes du pont de mesure sont placées de part et 
d'autre du disque cutané pour prendre la mesure de la résistance en kfl/disque cutané (figure 1). Les 
dimensions des électrodes et la longueur d’électrode exposée sous les pinces crocodiles sont indiquées à la 
figure 2. La pince maintenant l’électrode intérieure repose sur la partie supérieure du tube PTFE pendant la 
mesure de la résistance, afin que la longueur d’électrode immergée dans la solution de sulfate de 
magnésium reste constante. L’électrode extérieure est introduite dans le compartiment receveur de manière 
à reposer sur le fond de celui-ci. La distance entre la pince à ressort et la partie inférieure du tube PTFE est 
maintenue constante (figure 2), cette distance influençant la valeur de résistance obtenue. Par conséquent, 
la distance entre l’électrode intérieure et le disque cutané doit être constante et minimale (1 à 2 mm). 

24. Il convient de noter que si la valeur de résistance mesurée est supérieure à 20 kF2, ceci peut être 
dû au fait que des restes du produit chimique testté couvrent la surface épidermique du disque de peau. On 
peut essayer de retirer davantage de produit chimique testé, par exemple en fermant de façon étanche le 
tube PTFE avec le pouce revêtu d’un gant et en l’agitant pendant 10 secondes environ. On élimine ensuite 
la solution de sulfate de magnésium et on répète la mesure de la résistance avec une nouvelle solution de 
sulfate de magnésium. 

25 Les caractéristiques et dimensions de l’appareil d’essai et de la procédure expérimentale peuvent 
avoir une incidence sur les valeurs de RET obtenues. Le seuil de corrosivité de 5 kO a été défini sur la base 
des données obtenues à partir de l’appareil et de la procédure spécifiques décrits dans cette Ligne 
directrice. Avec un autre équipement ou dans des conditions d’essai différentes, les valeurs de seuil et de 
contrôle peuvent être différentes. Par conséquent, il est nécessaire d’étalonner la méthodologie et la valeur 
de seuil de résistance en testant différents produits chimiques d’épreuve, choisis parmi ceux utilisés dans 
l’étude de validation (1 1)(12), ou dans des classes chimiques équivalentes à celles des substances étudiées. 
Un ensemble de produits chimiques de référence appropriés est présenté au tableau 1 de l’annexe 1. 
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Méthodes avec fixation d’un colorant 

26. L’exposition à certains produits chimiques non corrosifs peut entraîner une réduction de la 
résistance sous la valeur de seuil de 5 k£2, permettant ainsi le passage d’ions à travers le stratum comeum, 
ce qui réduit ainsi la résistance électrique (12). Par exemple, les substances organiques neutres et les 
substances tensio-actives (détergents, émulsifiants et autres agents de surface) peuvent évacuer les lipides 
de la peau et accroître la perméabilité aux ions de la barrière cutanée. En conséquence, si les valeurs de 
RET obtenues avec ces produits chimiques sont inférieures à, ou proches de, 5 k£2, en l’absence de toute 
lésion visible sur les disques cutanés, une étude de pénétration d'un colorant doit être menée sur les tissus 
traités et de contrôle, afin de déterminer si ces valeurs de RET résultent d’une perméabilité accrue ou d’une 
corrosion de la peau (10) (12). S’il s’agit d’une corrosion, autrement dit si le stratum comeum est rompu, 
le colorant sulforhodamine B appliqué à la surface de la peau pénètre rapidement et teinte les tissus sous- 
jacents. Ce colorant reste stable au contact d’un large éventail de substances et n’est pas affecté par la 
procédure d’extraction décrite ci-après. 

Application et élimination du colorant Sulforhodamine B 

27. Après l’essai de RET, le sulfate de magnésium est évacué du tube et la peau est soigneusement 
examinée. Si aucune lésion majeure n’est visible (par exemple une perforation), 150 pL d’une dilution à 
10% (p/v) de sulforhodamine B (Acid Red 52; C.I. 45100; numéro CAS 3520-42-1) dans de l’eau 
distillée sont appüqués sur la surface épidermique de chaque disque pendant 2 heures. Les disques cutanés 
sont lavés ensuite sous un jet d’eau courante à température ambiante pendant environ 10 secondes pour 
éliminer le colorant excédentaire ou non fixé. Chaque disque cutané est soigneusement enlevé du tube 
PTFE et placé dans un flacon (par exemple un flacon à scintillation en verre de 20 ml) contenant de l’eau 
désionisée (8 ml). Les flacons sont agités doucement pendant 5 minutes pour éliminer complètement tout 
colorant excédentaire ou non fixé. Après avoir répété l’opération de rinçage, on enlève les disques cutanés 
et on les place dans des flacons contenant 5 ml de dodécylsulfate de sodium (SDS) à 30 % (p/v) dans de 
l’eau distillée, puis on les incube pendant une nuit à 60 °C. 

28. Après incubation, chaque disque de peau est retiré et jeté, et la solution restante est centrifugée 
pendant 8 minutes à 210 °C (force centrifuge relative -175 x g). Un échantillon de 1 ml de surnageant est 
ensuite dilué dans un rapport de 1 à 5 (v/v) [soit 1 ml + 4 ml] avec du SDS à 30 % (p/v) dans de l’eau 
distillée. La densité optique (DO) de la solution est mesurée à environ 565 nm. 

Calcul de la teneur en colorant 

29. La teneur de chaque disque en colorant sulforhodamine B est calculée sur la base des valeurs de 
DO (coefficient d’extinction molaire de la sulforhodamine B à 12 nm = 8.7 x 104 ; poids moléculaire 
= 580). La teneur en sulforhodamine B est déterminée pour chaque disque de peau à l’aide d’une courbe 
étalon appropriée et on calcule ensuite une teneur moyenne en colorant pour les essais répétés. 

Critères d’acceptabilité 

30. Les valeurs moyennes de la RET sont acceptées à condition que les valeurs des contrôles positifs 
et négatifs effectués parallèlement se situent dans les plages acceptables pour la méthode en laboratoire 
d’essai. Les plages acceptables de valeur de résistance pour la méthodologie et l’appareillage décrits ci- 
avant sont les suivantes : 


Contrôle 

Substance 

Plage de résistance (k£î) 

Positif 

Acide chlorhydrique 10 M 

0.5- 1.0 

Négatif 

Eau distillée 

10-25 
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31. Les valeurs moyennes de la fixation du colorant sont acceptées à condition que les valeurs des 
contrôles effectués parallèlement se situent dans la plage acceptable pour la méthode. Les plages 
acceptables de teneur en colorant pour les substances de contrôle proposées pour la méthodologie et 
l’appareillage décrits ci-avant sont indiquées dans le tableau suivant : 


Contrôle 

Substance 

Plage de teneur en colorant 
(Hg/disque) 

Positif 

Acide chlorhydrique 10 M 

40 - 100 

Négatif 

Eau distillée 

15-35 


Interprétation des résultats 

32. La valeur seuil de RET qui permet de distinguer les produits chimiques corrosifs des produits non 
corrosifs a été déterminée lors de l’optimisation de la méthode d’essai, testée durant une phase de pré- 
validation, puis confirmée dans le cadre d’une étude formelle de validation. 

33. Le modèle prédictif de la méthode d’essai de RET sur épiderme de rat (12) (2), associé au 
système de classification du SGH de l’ONU (1), est le suivant : 

On considère que le produit chimique testé est non corrosif pour la peau : 

i) si la valeur moyenne de la RET pour le produit chimique testé est supérieure à 5 k£2, ou 

ii) si la valeur moyenne de la RET pour le produit chimique testé est inférieure ou égale (<) à 

5 kO, et 

• que les disques de peau ne montrent aucune lésion manifeste (par exemple une perforation), 

et 

• que la teneur moyenne en colorant du disque est inférieure (<) à la teneur moyenne en 

colorant du disque de contrôle positif (acide hydrochlorique 10 M) obtenue parallèlement 
(pour connaître les plages acceptables, se reporter au paragraphe 31). 

On considère que le produit chimique testé est corrosif pour la peau : 

i) si la valeur moyenne de la RET pour le produit chimique testé est inférieure ou égale (<) à 

5 kO, et que les disques de peau montrent des lésions manifestes (par exemple une 
perforation), ou 

ii) si la valeur moyenne de la RET pour le produit chimique testé est inférieure ou égale (<) à 

5 kQ, et 

• que les disques de peau ne montrent aucune lésion manifeste (par exemple une perforation), 

mais 

• que la teneur moyenne en colorant du disque est supérieure ou égale (>) à la teneur 

moyenne en colorant du disque de contrôle positif (acide hydrochlorique 10 M) obtenue 
parallèlement (pour connaître les plages acceptables, se reporter au paragraphe 31). 

34. Une expérience réalisée à l’aide d’au moins trois réplicats de disques de peau devrait suffire pour 
tester un produit chimique dont la classification est sans équivoque. En revanche, dans le cas de résultats 
ambigus, tels que des mesures non concordantes pour les différents réplicats et/ou une RET égale à 
5 + 0.5 kQ, une seconde expérience indépendante est envisagée, voire une troisième en cas de résultats 
discordants entre les deux premiers. 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 
Résultats 

35. Les valeurs de résistance (k£2) et les valeurs de teneur en colorant (pg/disque), s’il y a lieu, pour 
le produit chimique testé et pour les contrôles positifs et négatifs doivent être présentées sous forme de 
tableau, et inclure les données de chaque réplicat de disque pour chaque expérience et les valeurs 
moyennes ± écart -type. Toutes les expériences reproduites doivent être consignées. Les lésions observées 
sur les disques de peau doivent être enregistrées pour chaque produit chimique testé. 

Rapport d’essai 

36. Le rapport d’essai contient les informations suivantes : 

Produit chimique testé et substances de contrôle : 

- nom(s) de la substance/produit chimique, par exemple nom IUPAC ou CAS, et le 
cas échéant numéro CAS ; 

- pureté et composition de la substance ou du produit chimique [en pourcentage(s) par 
unité de poids] ; 

- propriétés physico-chimiques importantes pour l’exécution de l’essai (par exemple, 
état physique, stabilité, volatilité, pH et hydrosolubilité, s’ils sont connus) ; 

- le cas échéant, traitement du produit chimique testé et des substances de contrôle 
avant l’essai (par exemple, chauffage, réduction en poudre) ; 

- conditions de stockage. 

Animaux d’essai : 

- souche et sexe ; 

- âge au moment du prélèvement de peau ; 

- source, conditions d’hébergement, alimentation, etc. ; 

- détails de la préparation de la peau. 

Conditions de l ’ essai : 

- courbes d’étalonnage de l’appareil d’essai ; 

- courbes d’étalonnage des performances de l’essai de fixation d’un colorant, passe- 
bande utilisé pour mesurer les valeurs de DO, et plage de linéarité de l’appareil de 
mesure (par exemple spectrophotomètre), le cas échéant ; 

- détails de la procédure d’essai utilisée pour les mesures de la RET ; 

- détails de la procédure d’essai utilisée pour l’évaluation de la fixation du colorant, le 
cas échéant ; 

- doses d’essai utilisées, durée de la ou des périodes d’exposition et température(s) 
d’exposition ; 

- détails de la procédure de lavage utilisée après la période d’exposition ; 

- nombre de réplicats de disques de peau utilisés par produit chimique testé et par 
substance de contrôle (négatif et positif) ; 

- description de toute modification de la procédure d’essai ; 

- référence aux données historiques du modèle, à savoir (liste non limitative) : 

i) acceptabilité des valeurs de RET des contrôles positif et négatif (en kD) par 
rapport aux plages de résistance des contrôles positif et négatif, 
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ii) acceptabilité des valeurs de la teneur en colorant des contrôles positif et négatif 
(en pg/disque) par rapport aux plages de teneur en colorant des contrôles positif 
et négatif, 

iii) acceptabilité des résultats de l’essai par rapport à la variabilité historique entre 
réplicats de disques de peau ; 

- description des critères de décision/du modèle prédictif appliqués. 


Résultats : 

- présentation sous forme de tableau des valeurs de RET et de l’essai de fixation d’un 
colorant (le cas échéant), pour chaque produit chimique testé et substance de 
contrôle, pour chaque expérience et chaque réplicat de disque cutané (pour chaque 
animal et chaque échantillon de peau), moyennes, écarts-types et écarts-types 
relatifs ; 

- description de tous les effets observés ; 

- classification obtenue compte tenu du modèle prédictif/des critères de décision 
utilisés. 

Discussion des résultats 
Conclusions 
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Figurel : Appareil pour l’essai de RET sur peau de rat 

Pince crocodile 



Electrode intérieure (épaisse) 



©OCDE, (2013) 


13 





430 


OECD/OCDE 


Figure2 : Dimensions du tube PTFE (polytétrafluoroéthylène), des tubes receveurs et des électrodes utilisés 

16 mm 



/ 

Pince crocodile 


Facteurs importants pour l’appareil ci-dessus : 





ii 


— diamètre intérieur du tube PTFE ; 

— longueur des électrodes par rapport au tube PTFE et au tube receveur : le disque cutané ne doit pas être en contact avec les électrodes, et 
une longueur standard d’électrode doit être en contact avec la solution de sulfate de magnésium ; 

— quantité de solution de sulfate de magnésium dans le tube receveur : la profondeur de liquide, par rapport au niveau dans le tube PTFE, 
doit être telle qu’indiquée dans la figure 1 ; 

— fixation du disque cutané sur le tube PTFE : la résistance électrique doit être véritablement une mesure des propriétés de la peau. 
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ANNEXE 1 


NORMES DE PERFORMANCE POUR L’ÉVALUATION DE MÉTHODES SIMILAIRES OU 
MODIFIÉES PROPOSÉES POUR LES ESSAIS DE RÉSISTANCE ÉLECTRIQUE 
TRANSCUTANÉE (RET) IN VITRO 1 


INTRODUCTION 

1. L'objectif des normes de performance est d'indiquer sur quelles bases évaluer la fiabilité et la 
pertinence de méthodes d'essai similaires nouvelles ou modifiées vis-à-vis d'objectifs définis, que ces 
méthodes soient protégées ou non (par des droits d'auteur, une marque déposée ou un enregistrement). 
Conçues à partir d'une méthode d'essai scientifique validée et acceptée, ces normes peuvent également 
servir à évaluer la fiabilité et la pertinence d'autres méthodes d'essai analogues fondées sur des principes 
scientifiques similaires et permettant de quantifier ou prévoir le même effet biologique ou toxique (9). En 
outre, il convient d’évaluer les méthodes modifiées, qui proposent des améliorations pour une méthode 
d'essai approuvée, afin de déterminer quel peut être l’effet des modifications envisagées sur les 
performances de la méthode d'essai et dans quelle mesure ces modifications influent sur les informations 
disponibles pour les autres éléments du processus de validation. En fonction du nombre et de la nature des 
changements proposés, des données générées et des documents justificatifs associés, le processus de 
validation sera le même que pour une nouvelle méthode d’essai ou, le cas échéant, limité à une évaluation 
de la fiabilité et de la pertinence sur la base des normes de performance établies (9). 

2. La fiabilité et la précision des méthodes d’essai similaires ou modifiées proposées dans la 
présente Ligne directrice sont évaluées à l’aide de produits chimiques de référence (tableau 1) représentant 
l’éventail complet des scores de corrosivité in vivo de la LD 404, autrement dit des substances chimiques 
corrosives (SGH de l’ONU, catégories IA, IB et IC) et des substances chimiques non corrosives (1). Les 
valeurs de fiabilité, de sensibilité, de spécificité et de précision obtenues lors de l’évaluation des méthodes 
d'essai similaires ou modifiées proposées sont comparables à celles obtenues par la MRV ou meilleures 
que celles-ci et sont décrites aux paragraphes 6 à 10 de la présente annexe (12). Avant d'appliquer une 
méthode d’essai similaire nouvelle ou modifiée pour tester des produits chimiques, il convient de 
déterminer sa fiabilité et son aptitude à détecter correctement les produits chimiques corrosifs et non 
corrosifs relevant de la catégorie 1 du SGH de l’ONU. 

3. Ces normes de performance sont fondées sur celles de l’ICCVAM (Etats-Unis) (8) pour 
l’évaluation de la validité de méthodes d’essai de RET nouvelles ou modifiées. Elles comprennent (9) : 
(i) les éléments essentiels de la méthode d’essai ; (ii) les produits chimiques de référence recommandés, 
et ; (iii) les valeurs définies pour la fiabilité et la précision que la méthode d’essai proposée devraient 
atteindre ou dépasser. 


! Les propositions de méthodes d’essai similaires nouvelles ou modifiées conformes aux normes de performance de la 
présente Ligne directrice doivent être soumises à l’OCDE pour adoption et intégration à la LD avant d’être 
utilisées à des fins réglementaires. 
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LES ÉLÉMENTS ESSENTIELS DE LA MÉTHODE D’ESSAI 


4. Il s’agit des éléments structurels, fonctionnels et procéduraux essentiels d’une méthode d’essai 
validée qui figurent dans le protocole de toute méthode d’essai structurellement et fonctionnellement 
similaire ou modifiée proposée. Ces éléments recouvrent les caractéristiques propres de la méthode d’essai, 
la description des points clés de la procédure et les mesures de contrôle de qualité. Le respect de ces 
éléments essentiels contribuera à garantir que les méthodes similaires ou modifiées proposées sont fondées 
sur les mêmes concepts que la MRV correspondante (9). Les éléments essentiels de la méthode d’essai sont 
décrits en détail aux paragraphes 15 à 34 de la présente Ligne directrice : 

— Procédures relatives à l’ utilisation des animaux de laboratoire, espèce et souche (paragraphes 15-16) 

— Composants physiques de la méthode d’essai, y compris l’appareillage utilisé pour mesurer 
l’impédance de la peau, la composition des disques cutanés (paragraphes 17 à 19) 

— Application du produit chimique testé et des substances de contrôle (paragraphes 20 à 22) 

— Mesure de la pénétration de la membrane d’étanchéité (paragraphes 23 à 25) 

— Procédures de fixation du colorant (paragraphes 26 à 29) 

— Critères d’acceptabilité (paragraphes 30-31) 

— Interprétation des résultats (paragraphes 32 à 34) 

S’agissant des paramètres spécifiques, il convient de fournir les valeurs adéquates pour toute nouvelle 
méthode d’essai similaire ou modifiée; ces valeurs spécifiques peuvent varier en fonction de la méthode 
d’essai. Pour la méthode d’essai de RET, la valeur seuil qui établit la distinction entre les substances 
corrosives et non corrosives dépend fortement de la nature des préparations de la peau (animaux sources) 
et de l’équipement utilisé (2) (22). 

LISTE MINIMALE DE PRODUITS CHIMIQUES DE RÉFÉRENCE 

5. Les produits chimiques de référence sont utilisés pour déterminer si la fiabilité et la pertinence 
d’une méthode d’essai proposée similaire ou modifiée, dont on a démontré qu’elle était suffisamment 
semblable à la MRV sur les plans structurel et fonctionnel ou qu’elle représentait une modification mineure 
de la MRV, sont comparables à celles de la MRV ou meilleures que celles-ci (12). Les 24 produits 
chimiques de référence recommandés figurant dans le tableau 1 comprennent des substances représentant 
différentes classes chimiques (catégories chimiques basées sur des groupes fonctionnels) et représentatives 
de l’éventail complet des scores in vivo de la LD 404. Cette liste comprend cinq substances appartenant à 
la catégorie IA du SGH de l’ONU, sept relevant des catégories IB et IC du SGH de P ONU (les données 
in vivo ne permettant pas d’établir la distinction entre ces deux catégories) et 12 substances non corrosives. 
Les substances figurant dans le tableau 1 sont sélectionnées parmi celles qui sont utilisées lors de l’étude 
de validation de la MRV, eu égard à leur fonction chimique et leur état physique (11)(12). Ces produits 
chimiques de référence représentent le nombre minimal de substances à utiliser pour évaluer la fiabilité et 
la pertinence d’une méthode d’essai proposée similaire ou modifiée. Dans la mesure du possible on évitera 
de recourir à ces produits chimiques de référence pour dévcloppcr/optimiscr de nouvelles méthodes d’essai 
similaires. Si une substance du tableau n’est pas disponible, on pourra utiliser d’autres substances pour 
lesquelles il existe des données de référence in vivo appropriées, choisies en premier lieu parmi celles 
utilisées lors de l’étude de validation de la MRV. Si nécessaire, il est possible d’ajouter à cette liste 
minimale d’autres substances représentant d’autres classes chimiques et pour lesquelles on dispose de 
données de référence in vivo appropriées, afin d’évaluer plus avant la précision de la méthode d’essai 
proposée. 
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Tableau 1 : Liste minimale de produits chimiques de référence pour la détermination des valeurs de 
fiabilité, de sensibilité, de spécificité et de précision de méthodes similaires ou modifiées d’essai de 
RET in vitro (corrosion cutanée) 


Produit chimique 1 

Numéro 

CAS 

Classe 

chimique 2 

Cat. SGH de 
l’ONU 
d’après les 
résultats in 
vivo 3 

Cat. MRV 
d’après les 
résultats in 
vitro 

État 

physique 

PH 4 

Substances corrosives in vivo 

Tribromure de 
phosphore 

7789-60-8 

acide 

inorganique 

IA 

6 x C 

L 

1.0 

Trifluorure de bore 
dihydraté 

13319-75-0 

acide 

inorganique 

IA 

6 x C 

L 

1.5 

Pentachlorure de 
phosphore 

10026-13-8 

acide 

inorganique 

IA 

6 x C 

S 

ND 

N,N’-diméthyl 
dipropylènctri amine 

10563-29-8 

base 

organique 

IA 

6 x C 

L 

8.3 

Diamino-1,2 propane 

78-90-0 

base 

organique 

IA 

6 x C 

L 

8.3 

Acide sulfurique 
(10%) 

7664-93-9 

acide 

inorganique 

(1A/J1B/1C 

5 xC 
Ix NC 

L 

1.2 

Hydroxyde de 
potassium (sol, 
aqueuse à 10 %) 

1310-58-3 

base 

inorganique 

(1A/J1B/1C 

6 x C 

L 

13.2 

Acide hexanoïque 

142-62-1 

acide 

organique 

(1A/)1B/1C 

6 x C 

L 

3.9 

Acide octanoïque 
(caprylique) 

124-07-2 

acide 

organique 

1B/1C 

4 x C 
2 x NC 

L 

3.6 

N,N-diméthyl 

isopropylamine 

996-35-0 

base 

organique 

IB/1C 

6 x C 

L 

8.3 

n-heptylamine 

111-68-2 

base 

organique 

1B/1C 

6 x C 

L 

8.4 

2-tert-butylphénol 

88-18-6 

phénol 

1B/1C 

4 x C 
2 x NC 

L 

3.9 


Produit chimique 1 

Numéro 

CAS 

Classe 

chimique 2 

Cat. SGH de 
l’ONU 
d’après les 
résultats in 
vivo 3 

Cat. MRV 
d’après les 
résultats in 
vitro 

État 

physique 

P H J 

Substances non corrosives in vivo 

Acide sulfamique 

5329-14-6 

acide 

inorganique 

NC 

5 xC 
1 xNC 

S 

1.5 

Carbonate de sodium 
(aq. à 50 %) 

497-19-8 

base 

inorganique 

NC 

6 x C 

L 

11.7 

Acide isostéarique 

2724-58-5 

acide 

organique 

NC 

6 x NC 

L 

3.6 
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Produit chimique 1 

Numéro 

CAS 

Classe 

chimique 2 

Cat. SGH de 
l’ONU 
d’après les 
résultats in 
vivo 3 

Cat. MRV 
d’après les 
résultats in 
vitro 

État 

physique 

pH 4 

Acide dodécanoïque 
(acide laurique) 

143-07-7 

acide 

organique 

NC 

6 x NC 

S 

ND 

4-amino- 1 ,2,4-triazole 

584-13-4 

base organique 

NC 

6 x NC 

S 

5.5 

Eugenol 

97-53-0 

phénol 

NC 

1 xC 
5 x NC 

L 

3.6 

2-méthoxyphénol 

90-05-1 

phénol 

NC 

6 x NC 

L 

3.9 

Bromure de phénétyle 

103-63-9 

électrophile 

NC 

6 x NC 

L 

3.6 

4-(méthylthio)- 

benzaldéhyde 

3446-89-7 

électrophile 

NC 

6 x NC 

L 

6.8 

1 ,9-décadiène 

1647-16-1 

organique 

neutre 

NC 

6 x NC 

L 

3.9 

Tétrachloréthylène 

127-18-4 

organique 

neutre 

NC 

6 x NC 

L 

4.5 

Laurylsulfate de 

sodium (aq. à 20 %) 

151-21-3 

tensioactif 

NC 

6 x C 

L 

3.9 


Abréviations : aq = aqueux ; CAS = numéro d’enregistrement au Chemical Abstracts Service ; SGH de 
l'ONU = Système général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques des Nations 
Unies (1) ; MRV = méthode de référence validée ; ND = non déterminé. 

'Ces substances, d’abord classées en substances corrosives et non corrosives, puis par sous-catégorie de 
substances corrosives, puis par classe chimique, ont été choisies parmi les substances utilisées dans l’étude 
de validation du CEVMA de la méthode d'essai de RET sur épiderme de rat (11) (12). Cette sélection 
inclut, dans la mesure du possible, des substances qui : (i) sont représentatives de la gamme des réactions 
de corrosion provoquées (par exemple non corrosives ; faiblement à fortement corrosives) que la MRV est 
capable de mesurer ou de prévoir ; (ii) sont représentatives des classes chimiques utilisées dans l’étude de 
validation ; (iii) reflètent les caractéristiques de performance de la MRV ; (iv) ont une structure chimique 
bien définie ; (v) permettent d’obtenir des résultats définitifs avec la méthode d’essai in vivo de référence ; 
(vi) sont disponibles dans le commerce et (vii) ne sont pas associées à des coûts d’élimination prohibitifs). 
“Classe chimique assignée par Barratt et al. ( 1998)(1 1). 

"Les groupes d'emballage de l'ONU correspondants sont les groupes I. II et III respectivement pour les 
catégories SGH de l'ONU IA, IB et IC. 

4 Les valeurs de pH ont été tirées de Fentem et al. (1998) (12) et Barratt et al. (1998)01). 

VALEURS DÉFINIES DE FIABILITÉ ET DE PRÉCISION 

6. Afin d’établir la fiabilité et la pertinence de méthodes d'essai de RET similaires ou modifiées 

proposées et destinées à être utilisées par plusieurs laboratoires indépendants, les 24 produits chimiques de 
référence du tableau 1 sont testés dans au moins trois laboratoires différents. 11 est toutefois essentiel que 
toutes les études de validation basées sur les normes de performance soient évaluées de manière 
indépendante par des organismes de validation reconnus au niveau international, conformément aux lignes 
directrices internationales en la matière (9). Dans chaque laboratoire, les 24 produits chimiques de 
référence font tous l'objet de trois expériences indépendantes les unes des autres, réalisées sur des disques 
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de peau obtenus de différents animaux et à des intervalles de temps suffisamment espacés. Chaque 
expérience doit comprendre au moins trois disques cutanés testés en parallèle, pour chaque produit 
chimique, substance de contrôle négatif et de contrôle positif, tous ayant été obtenus à partir du même 
animal. 

7. Le calcul des valeurs de la fiabilité, de la sensibilité, de la spécificité et de la précision de la 
méthode d’essai proposée est effectué suivant les règles décrites ci-après, afin de garantir la mise en œuvre 
d’une approche prédéfinie et cohérente : 

1. La reproductibilité intra-laboratoire se calcule en fonction de la concordance des 
classifications, à l’aide d’au moins deux expériences qualifiées réalisées avec des produits 
chimiques de référence. 

2. Pour le calcul de la reproductibilité inter-laboratoire, la classification finale de chaque produit 
chimique de référence dans chaque laboratoire participant est obtenue en utilisant les valeurs 
moyennes de la RET et de la fixation du colorant des différentes expériences qualifiées 
réalisées. La reproductibilité inter-laboratoire se calcule en fonction de la concordance des 
classifications, uniquement à l’aide des expériences qualifiées réalisées avec les produits 
chimiques de référence pour lesquels au moins une expérience qualifiée est disponible par 
laboratoire. 

3. Le calcul des valeurs de sensibilité, de spécificité et de précision doit s’effectuer à l’aide de 
toutes les expériences qualifiées réalisés avec chaque produit chimique de référence dans 
chaque laboratoire. Les calculs s’appuient sur les prédictions individuelles de chaque 
expérience qualifiée, pour chaque produit chimique de référence dans chaque laboratoire, et 
non sur la valeur moyenne de la RET et de la fixation du colorant des différentes expériences 
qualifiées. 

Dans ce contexte, on entend par expérience qualifiée au moins trois réplicats testés en parallèle lors d'un 
expérience qualifiée qui remplit les critères d’acceptabilité pour le contrôle négatif et le contrôle positif, 
comme défini dans le mode opératoire normalisé correspondant. Dans le cas contraire, l’expérience est 
considérée comme non qualifiée. 

Reproductibilité intra-laboratoire 

8. L'évaluation de la répétabilité intra-laboratoire doit faire apparaître une concordance des 
classifications (des substances corrosives ou non corrosives) obtenues par le biais de différents essais 
indépendants réalisés sur les 24 produits chimiques de référence par un même laboratoire qui soit 
supérieure ou égale (>) à 90 % (concordance réelle pour la RET sur peau de rat : 87.5 %, 91.7 % et 100 % 
dans chaque laboratoire, respectivement). 

Reproductibilité inter-laboratoire 

9. Pour les méthodes d’essai similaires ou modifiées, la concordance des classifications (substances 
corrosives ou non corrosives) obtenues dans au moins trois laboratoires pour les 24 produits chimiques de 
référence doit être supérieure ou égale (>) à 80 % (concordance réelle pour la RET sur peau de rat : 95.8 à 
79.2 % - 1 à 5 produits chimiques non concordants). 

Valeur prédictive 

10. La sensibilité, la spécificité et la précision de la méthode d’essai de la RET similaire ou modifiée 
proposée doivent être comparables ou supérieures à celles de la MRV. La sensibilité et la spécificité 
obtenues pour les 24 produits chimiques de référence pertinents énumérés au tableau 1 doivent être 
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supérieures ou égales (>) à 90 % et 75 % respectivement, tandis que la précision doit être supérieure ou 
égale (>) à 82.5 % (tableau 2). 


Tableau 2 : Valeurs de sensibilité, de spécificité et de précision nécessaires pour que des méthodes 
d'essai de RET (corrosion cutanée) similaires ou modifiées soient considérées comme valables afin de 
distinguer entre les substances chimiques corrosives et non corrosives mais non de classer en sous- 
catégories les substances corrosives 


Sensibilité 

Spécificité 

Précision 

>90% 

>75 % 

> 82.5 % 

(concordance 

(concordance 

(concordance 

actuelle pour la 

actuelle pour la 

actuelle pour la 

RET sur peau de 

RET sur peau de 

RET sur peau de 

rat : 93.1 %) 

rat : 75 %) 

rat : 84 %) 
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ANNEXE 2 


DÉFINITIONS 


C : corrosif 

Concordance : mesure de performance pour les méthodes d'essai produisant des résultats catégoriels. Elle 
constitue un des aspects de la pertinence. Ce terme est parfois utilisé indifféremment à la place de 
« précision », et se définit comme la proportion de tous les produits chimiques testés qui ont été 
correctement classés comme positifs ou négatifs. La concordance dépend étroitement de la prévalence des 
résultats positifs dans les types de produits chimiques testés (9). 

Corrosion cutanée in vivo : survenue de lésions irréversibles de la peau. En l’occurrence, il s’agit de 
nécrose visible, à travers l’épiderme et jusque dans le denne. suite à l'application d'un produit chimique 
testé pendant une durée allant jusqu’à quatre heures. Les réactions corrosives se traduisent généralement 
par des ulcères, des saignements, des croûtes sanguinolentes et, à la fin de la période d’observation, soit à 
14 jours, par une décoloration due au blanchissement de la peau, des zones complètes d’alopécie, et des 
cicatrices. Un examen histopathologique peut être envisagé pour évaluer les lésions sujettes à 
questionnement. 

DO : densité optique 

Expérience : consiste à tester en parallèle un produit chimique sur au minimum trois réplicats de disques 
cutanés. 

Expérience qualifiée : expérience qui remplit les critères d’acceptabilité en ce qui concerne les contrôles 
positif et négatif définis dans le mode opératoire normalisé. Dans le cas contraire, l’essai est considéré 
comme non qualifié. 

Fiabilité : mesure dans laquelle une méthode d’essai peut être reproduite au fil du temps par un même 
laboratoire ou par plusieurs laboratoires en utilisant le même protocole. Elle est évaluée en calculant la 
reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires (9). 

Mélange : mélange ou solution composée de deux substances ou plus, qui ne réagissent pas entre elles. 

NC : non corrosif 

Normes de performance : normes, fondées sur une méthode d'essai validée, permettant d’évaluer la 
comparabilité d'une méthode d'essai proposée, structurellement et fonctionnellement similaire. Elles 
comprennent : (i) les éléments essentiels de la méthode d'essai, (ii) une liste minimale de produits 
chimiques de référence choisis parmi ceux utilisés pour démontrer les performances acceptables de la 
méthode d'essai validée, et (iii) les niveaux de fiabilité et de précision similaires à ceux obtenus avec la 
méthode d’essai validée, que la méthode d’essai proposée doit présenter lorsqu’on l’évalue à l'aide des 
produits chimiques de référence de la liste minimale. 

Pertinence : description de la relation entre la méthode d’essai et l'effet étudié, et détermination de son 
adéquation et de son utilité à des fins spécifiques. Elle définit le degré auquel l’essai mesure ou prédit 
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correctement l'effet biologique d'intérêt. Ce terme est souvent utilisé indifféremment à la place de 
« concordance » pour qualifier la proportion de résultats corrects d’une méthode d’essai (9). 

Précision : degré de confonnité entre les résultats de la méthode d’essai et les valeurs de référence 
acceptées. Elle constitue une mesure de performance de la méthode d’essai et l’un des aspects de sa 
pertinence. Ce terme est souvent utilisé indifféremment à la place de « concordance » pour qualifier la 
proportion de résultats corrects d'une méthode d’essai (9). 

Produit chimique : peut être une substance ou un mélange 

Produits chimiques de référence : produits chimiques choisis pour être utilisés dans le processus de 
validation, dont les réponses dans le système d’essai de référence in vitro ou in vivo ou sur l'espèce 
d’intérêt sont déjà connues. Ils doivent être représentatifs des classes de produits chimiques auxquelles il 
est prévu d’appliquer la méthode d’essai, et couvrir la gamme complète des réponses attendues des 
produits chimiques pour lesquels la méthode d’essai est conçue, qu’elles soient fortes, faibles, ou 
négatives. Les différentes étapes du processus de validation, ainsi que différentes méthodes d’essai et 
utilisations d’essais, peuvent exiger des groupes de produits chimiques de référence différents (9). 

Résistance électrique transcutanée (RET) : mesure de l’impédance électrique de la peau, exprimée par 
une valeur de résistance en kilo-Ohms. Il s’agit d’une méthode simple et fiable pennettant d’évaluer la 
fonction de barrière de la peau, par l’enregistrement du passage des ions à travers la peau à l’aide d'un pont 
de mesure de Wheatstone. 

Sensibilité : proportion des produits chimiques positifs/actifs qui sont correctement classés par la méthode 
d’essai. Elle pennet de mesurer la précision d'une méthode d’essai produisant des résultats relatifs à des 
catégories, et constitue un élément important à prendre en considération pour évaluer la pertinence d’une 
méthode d’essai (9). 

SGH de l’ONU [Système général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques 
des Nations Unies] : système proposant la classification des produits chimiques (substances et mélanges) 
conformément à des types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, 
ainsi que la communication des éléments d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, 
mentions d’avertissement, mentions de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin 
de diffuser des informations sur leurs effets indésirables dans le but de protéger les personnes (en 
particulier les employeurs, employés, transporteurs, consommateurs et personnels des services d’urgence) 
et l’environnement (1). 

Spécificité : proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont correctement classés par la 
méthode d'essai. Elle permet de mesurer la précision d'une méthode d’essai produisant des résultats 
relatifs à des catégories, et constitue un élément important à prendre en considération pour évaluer la 
pertinence d’une méthode d’essai (9). 

Stratégie d’essai à plusieurs niveaux : essai faisant appel à plusieurs méthodes de manière séquentielle ; 
les méthodes d’essai sélectionnées à chaque niveau sont déterminées par les résultats du niveau d’essai 
précédent (9). 

Substance : élément chimique et ses composés à l’état naturel ou obtenus par un processus de fabrication, 
y compris tout additif nécessaire pour préserver la stabilité du produit et toute impureté résultant du 
processus mis en œuvre, à l’exclusion de tout solvant pouvant être séparé de la substance sans affecter sa 
stabilité ni modifier sa composition. 

Produit chimique testé : ce qui est testé. 
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